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La pr6sente invention a pour objet l'utilisation d'une fraction membranaire de 
bacteries a gram negatif, notamment de Klebsiella pneumoniae pour la preparation 
d'une composition pharmaccutiquc immunostimulante ct/ou capable d'induire unc 
rdponse immunitaire anti-tumoralc, destine en particulier au traitemcnt et a !a 
prevention des cancers. L' invention comprend en outre des process de preparation 
desdites fractions membranaires ainsi que des compositions pharmaceutiques les 
contenant, notamment associ6es a des composes anti-canc6reux. 

La transformation d'une cellule normale en cellule maligne est le rdsultat de 
nombreux 6v6nements diff6rents, qui peuvent se produire spontan6ment, comme les 
mutations ou les rearrangements de genes, ou etre induits par des agents chimiques. 

physiques ou viraux. 

Les tumeurs sont infiltrees par des cellules immunocompetentes, notamment 
des lymphocytes, des cellules dendritiques et des macrophages. 

Les macrophages associes aux tumeurs (TAM) proviennent de la circulation 
sanguine et sont recrutes sur le site tumoral par des cytokines. Les TAM se lient aux 
cellules tumorales par l'intermediaire de glycoproteins , sucres et phospho lip ides, et 
proliferent au site tumoral (J. Natl. Cancer Inst., 1998, 90:1583). lis y s6cretent de 
nombreuses cytokines qui participent a leur activite anti-tumorale. Parmi les plus 
importantes, on trouve le TNF-a et TIL- 12. 

L' activite anti-tumorale du TNF-a a €t6 demontr6e dans des modeles 
experimentaux chez la souris (Beyaert R. and Fiers W., Cytokines, chapter 24, 335- 
360 Academic Press 1998) et a ete test6e chez l'homme pour traiter les cancers de la 
vessie : seul, il presente une activite moderee (Steinberg et al., Ann. Oncol., 1992, 
3,741-745 ; Eur Urol 1992, 22:112). 

La production d'IL-12 par des macrophages actives sert a moduler la r6ponse 
immunitaire en favorisant la formation de lymphocytes T CD4+ de type Thl, qui 
produisent de l'IL-2 et de 1'IFN-y. L'activite inhibitrice de l'IL-12 sur rangiogenfese 
et la regression tumorale est bien connue. et semble H6e a l'induction d'lFN-y qui 
stimule la production d'IP-10 (interferon-inducible protein-10) et de MIG (monokine 
induced by IFN-y) (J. Natl. Cancer Inst., 1998, 90:1583). 
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La th^rapie k BCG (Bacille Calmette Guerin) est utilis^e pour prevenir la 
recurrence de certains types dc cancer de la vessie. Le m^canisme d'aclion propose 
acluellement repose sur la production de cytokines : liberation pr£cocc de cytokines 
inflammatoires (TNF-a, IL-1, 11^6, IL-8), dans un deuxidmc temps production d'lL-2 
5 et d'lFN-y (reponsc Thl), puis plus tardivement d'IL-4, d'IL-5 et d'lL-lO (rtfponse 
Th2). Enfin, se produit une phase d'activation cellulaire avec amplification de 
populations cytotoxiques (Patard et al., Progrts en Urologie, 1998, 8,415-421). 

Cependant, la th6rapie k BCG n'a pas que des avantages, car refficacite 
parfois observ6e Test au prix d'une morbidity egalement superieure. De plus, il existe 

10 des contre-indications k la BCG th6rapie : tuberculose active (mais pas tuberculose 
anterieure), immunosuppression (HIV, transplantation, ...), reaction systemique 
anterieure au BCG (hepatite, pneumonie, BCGite), traitements aux stdroides. Par 
ailleurs, il existe des resistances ou des recurrences aprfes une therapie k BCG. 

La fraction membranaire de K. pneumoniae 1145 entre dans la composition 

15 d'une preparation pharmaceutique prevenant la survenue et la rdcidive d' infections 
respiratoires d'origine bacterienne et utilis^e chez Thomme depuis 20 ans, A ce titre, 
il existe un recul de non toxicity du produit. L'ensemble des donnees cities plus haut 
montre qu'il existe aujourd'hui un besoin de disposer de nouveaux immunostimulants 
d£pourvus d'activite toxique. De tels immunostimmulants seraient d'un grand int6ret 

20 pour le traitement de certains types de cancer. 

De manifere surprenante, les auteurs de la prtsente invention ont mis en 
Evidence que des fractions membranaires d'une bacterie & gram negatif, notamment 
Klebsiella pneumoniae (denommee FMKp), en particulier des fractions membranaires 
obtenues par les proced6s tels que decrits ci-aprfes dans les exemples, possfident les 

25 proprietes immunostimmulantes recherchees. 

Les inventeurs ont montr6 de mantere inattendue que la FMKp ou Tun de ses 
constituants majeurs, la proteine de membrane externe OmpA, denommee P40 (telle 
que decrite dans les demandes de brevets WO 95/27787 et WO 96/14415) 6tait capable 
non seulement de stimuler la proliferation des cellules mononucieees du sang humain, 

30 demontrant ainsi son activite immunostimulante, mais 6galement dMnduire la 
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production de TNF-a et d'IL-12, notamment par les monocytes, cytokines impliquees 
dans la reponse immunitaire anti-tumorale. 

Ainsi. Ia pr&cnte invention a pour objet {'utilisation d'une fraction 
membranaire do bacterics a gram negatif, notamment dc Klebsiella pneumoniae. 
5 comme compose^ immunostimulant et/ou capable d'induire une r6ponse immunitaire 
anti-tumorale, ou pour la preparation d'une composition pharmaceutique immuno- 
stimulante, et/ou capable d'induire une r6ponse immunitaire anti-tumorale, et ce quel 
que soit le mode d'administration in vivo choisi (voie entdrale ou parentdrale). 

Par composd ou composition pharmaceutique immunostimulante, on entend 
10 ddsigner dans la prtsente invention un composd ou une composition pharmaceutique 
capable d'augmenter une reponse immune non spdeifique. 

Par compose ou composition pharmaceutique capable d'induire une reponse 
immunitaire anti-tumorale, on entend designer dans la pr£sente invention un compose" 
ou une composition pharmaceutique capable en particulier d'accroitre l'efficaciti d'un 
15 compose anti-canc6reux ou d'accroitre l'efficacitd d'un traitement anti-canc6reux, tel 
que par exemple un traitement par radiothdrapie. 

L'invention concerne dgalement l'utilisation selon 1'invention, caract6ris6e en 
ce que la fraction membranaire comprend au moins des fractions membranaires de 
deux souches differentes de bacteries. 
20 Par fraction membranaire de bactene, on entend designer dans la pr€sente 

invention toute fraction ou extrait membranaire purine ou partieiiemem purine obtenu 
a partir d'une culture de ladite bactene et dont le proc&te de preparation comprend au 
moins une etape de lyse des bacteries obtenues apres culture et une etape de separation 
de la fraction contenant les membranes desdites bacteries du lysat total obtenu apres 
25 l'etape de lyse, notamment par centrifugation ou filtration. 

Par fraction membranaire de bact6rie lorsque ladite bacterie est Klebsiella 
pneumoniae, on entend designer egalement dans la prdsente invention la proline P40, 
fraction active de la fraction membranaire de Klebsiella pneumoniae, de sequence 
d'acides amines SEQ ID N° 2, ou l'un de ses fragments. 
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Selon I 'invention, les fractions membranaires pourront etre prepares selon Ies 
m£thodes connues de l'homme de Tart telles que par exemple la m6thode d^crite par 
par Hacuw J.F. et a!. (Eur. J. Biochem, 255 1 446-454, 1998). 

Selon un mode de realisation particulicr, I'invention est relative k une 
5 utilisation selon Tinvention, caract£ris£e en ce que la fraction membranaire est 
pr£par6e par un ptoc6d6 comprenant les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bactdries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie d'une centrifugation de ladite culture ; 

b) le cas 6ch6ant, deactivation des enzymes lytiques du culot de bactdries obtenu k 
10 l'etape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 

c) extraction et 61imination des prolines non membranaires et des acides nucieiques 
du culot obtenu k l'etape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d'extraction ; 

d) digestion du culot de membranes obtenu k l'etape c) en presence d'enzymes 
15 proteo lytiques suivie d'une centrifugation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu k l'etape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de 1'eau distiliee ; et 

0 ultra-sonication du culot obtenu k retape e). 

L'etape b) de deactivation des enzymes lytiques du culot de bact6ries obtenu k 
20 retape a) peut etre real i see par toutes methodes connues de deactivation d'enzymes, 
telles qu'en particulier par chauffage du culot bact6rien remis en suspension k une 
temperature de preference voisine de 100°C, ou par addition d'inhibiteur de l'activite 
de ces enzymes. 

L/etape c) d'extraction et d'elimination des prolines non membranaires et des 
25 acides nucieiques du culot obtenu k l'etape a) ou b) peut etre r6alis£e par exemple par 
au moins un cycle de lavage du culot dans une solution d'extraction correspondant k 
Taddition d'une solution hypertonique (solution d'extraction), de preference une 
solution saline de molarite voisine de 1 M, suivie aprfcs un temps de contact suffisant 
pour l'effet desire d'une centrifugation de la suspension obtenue et de reiimination du 
30 surnageant obtenu aprfcs ladite centrifugation, ce cycle de lavage pouvant etre 
reproduit plusieurs fois. 
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L'etape d) de digestion du culot de membranes obtenu k l'etape c) peut etre 
realisee en presence d'une solution d'enzymes protdolytiques telles que par exemple la 
trypsine, la chymiotrypsinc ou toute enzyme k activity protdolytiquc connuc, les 
conditions dc la reaction, pH de la solution, temperature et dur<Se de la reaction, etant 
5 de pr6f£rence ajustees aux conditions optimalcs pour I'activite de ou des enzymes 
choisies, suivie d'une centrifugation, ce cycle de digestion pouvant etre reproduit 
plusieurs fois avec la meme enzyme, la meme combinaison d'enzymes ou avec une 
enzyme diffdrente pour chaque cycle de digestion effectu6. 

L'etape e) de lavage du culot obtenu k l'etape d) est r£alis£e par reprise du 
10 culot en dans une solution physiologique ou dans de l'eau distillfe suivie, aprfcs un 
temps de contact suffisant, d'une centrifugation, ce cycle de lavage pouvant etre 
reproduit plusieurs fois. 

Enfin, l'etape 0 d'ultra-sonication du culot a pour objectif en particulier de 
d^sintegrer et d'homog£n£iser la fraction membranaire obtenu en fin d'etape e). Les 
15 conditions d'ultra-sonication (duree et puissance) seront determin6es par l'homme de 
Tart en fonction par exemple de la quantity de fraction membranaire k traiter. 

Selon un autre mode de realisation particulier, 1' invention est relative k une 
utilisation selon l'invention, caracterisee en ce que la fraction membranaire est 
prepare par un procede comprenant les etapes suivantes : 
20 a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie" le cas ech£ant d'une centrifugation \ 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu k l'etape a) suivie d'une 
decongeiation et du sechage des cellules ; 

c) elimination au moyen d'une DNase des acides nucieiques des cellules stehes 
25 obtenues k l'etape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues k l'etape c) et clarification de la suspension obtenue ; 
e> precipitation en milieu acide de la suspension obtenue k l*6tape d) et elimination du 

culot ; 

0 neutralisation du surnageant obtenu k l'etape e) contenant la suspension 
30 membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 
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g) sterilisation de la suspension membranaire concentree obtenue a l'etape f). 

Les conditions de decongeiation & fetape b) du proc£d6 ci-dessous seront bien 
entcndu ddtcrminees par rhomme de Tart en fonclion dc la quantity dc culot initiale & 
traiter, de preference r£alis£e A 4°C pendant au moins 48 hcu res pour ['Equivalent de 
5 1 Kg de cellules sfcehes. 

A retape c), rflimination des acides nucieiques est rdalis^e par exeniple par 
Taddition d*une DNase, & une concentration finale de 5 mg/ml d'une suspension de 
cellules & une concentration equivalente & 5 % de cellules sfcehes. 

Le broyage des cellules obtenues k retape c) peut etre realise au moyen de tout 
10 systdme ou appareillage connu par rhomme de Tart pour le broyage de cellules tel 
que les presses ou de preference tel que le broyage en boucle de Manton Gaulinet 
pendant 30 minutes. 

La clarification de la suspension obtenue aprds broyage pourra etre rdalisde au 
moyen de tout systdme ou appareillage connu par rhomme de Tart pour la 
15 clarification de broyats cellulaires bactdriens tel que le systftme Sharpless. 

L'dtape e) de precipitation en milieu acide de la suspension obtenue & retape d) 
peut etre r6alis£e par exemple avec r acide antique. La precipitation est suivie par 
r elimination du culot au moyen par exemple d'un systfeme de type Sharpless et par la 
recuperation du surnageant. 
20 L'etape f) consiste en une etape dans laquelle le surnageant, obtenu apnhs 

precipitation en milieu acide, est neutralise, dilue, dialyse puis concentre. 

Enfin, la derni^re etape consiste en une etape de sterilisation du concentre de 
fraction membranaire obtenu & retape prec6dente comme par exemple par chauffage a 
121 °C pendant environ 35 minutes. 
25 L' invention concerne de manure particuliere Tutilisation selon 1* invention, 

caracterisee en ce que la fraction membranaire est la proteine P40 de Klebsiella 
pneumoniae de sequence SEQ ID N° 2, ou Tun de ses fragments. 

Par fragment de la proteine P40, on entend designer en particulier tout 
fragment de sequence d* acides amines compris dans la sequence d'acides amines de la 
30 proteine p40 capable d'augmenter une r6ponse immune non specifique et/ou capable 
d'induire une r6ponse immunitaire anti-tumorale, et comprenant au moins 5 acides 
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amines, de preference au moins 10 acides amines ou de maniere plus pr6fcr6e au 
moins 15 acides amines. 

Bien cnlendu, Iadite proline P40, ou scs fragments, pourront etrc obtcnus par 
synthase chimiquc ou sous forme de peptides recombinant. 
5 Les m6thodes de preparation de peptides recombinants sont aujourd'hui bien 

connues de l'homme de Tart et ne seront pas d6velopp6es dans la pr6sente description. 
Parmi les cellules utilisables pour la production de ces peptides recombinants, il faut 
citer bien entendu les cellules bactfriennes (Olins P.O. et Lee S.C., 1993, Recent 
advances in heterologous gene expression in E. coli. Curr. Op. Biotechnology 4:520- 
10 525), mais dgalement les cellules de levure (Buckholz R.G., 1993, Yeast Systems for 
the Expression of Heterologous Gene Products. Curr. Op. Biotechnology 4:538-542). 
de meme que les cellules animates, en particulier les cultures de cellules de 
mammifferes (Edwards CP. et Aruffo A., 1993, Current applications of COS cell 
based transient expression systems. Curr. Op. Biotechnology 4, 558-563) mais 
15 6galement les cellules d'insectes dans lesquelles on peut utiliser des procdd6s mettant 
en oeuvre par exemple des baculovirus (Luckow V.A., 1993, Baculovirus systems for 
the expression of human gene products. Curr. Op. Biotechnology 4, 564-572). 

L' invention a 6galement pour objet Tutilisation selon 1* invention, caract^risee 
en ce que la composition pharmaceutique comprend en outre un agent permettant de 
20 v6hiculer ladite fraction membranaire sous une forme permettant d'ameliorer sa 
stabilitc et/ou son activity immunostimulante et/ou sa capacity k induire une rcponse 
immunitaire anti-tumorale, telle que sous la forme d'une emulsion de type huile dans 
eau ou eau dans huile, ou sous la forme d'une particule de type liposome, 
microsphere, nanosphfere ou tout type de structure permettant T encapsulation et la 
25 presentation sous forme particulate de ladite fraction membranaire. 

Est 6galement comprise dans la pr6sente invention, 1 'utilisation selon 
r.invention, caract6ris6e en ce que la composition pharmaceutique comprend en outre 
un agent permettant de potentialiser T activity immunostimulante et/ou la r£ponse 
immunitaire anti-tumorale desdites fractions membranaires. 
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Parmi lesdits agents permettant de potentialiser r activitd immunostimulante 
et/ou la rdponse immunitaire anti-tumorale desdites fractions membranaires, on 
prdffcre les cytokines ct Ies composes ccllulaires. 

Parmi Ies cytokines, on peut citer t mais sans s*y Iimiter : l'IL-2, l'IL-12, TIL- 
18, 1'IFN-yet 1'IFN-a. 

Parmi les composes cellulaires, on prdf&re notamment les acides nucldiques, 
les composes de la famille des ribosomes, ou encore les protdines de la famille des 
protdines de choc thermique. 

Est dgalement comprise dans la prdsente invention, Tutilisation selon 
1' invention, caractdrisde en ce que la composition pharmaceutique comprend en outre 
un agent potential isateur permettant de rdguler Factivitd immunostimulante et/ou la 
rdponse immunitaire anti-tumorale desdites fractions membranaires. 

Parmi lesdits agents potentialisateurs permettant de rdguler 1'activitd 
immunostimulante et/ou la rdponse immunitaire anti-tumorale desdites fractions 
membranaires, on prdftre les hormones et les facteurs de croissance. 

Parmi les hormones, on peut citer, mais sans s'y Iimiter la (J-hCG. 

Parmi Ies facteurs de croissance, on peut citer, mais sans s'y Iimiter : TEGF, 
l'IGF-1, l'IGF-2, le GM-CSF et le G-CSF. 

L/invention a dgalement pour objet Tutilisation selon I' invention pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinde i etre administrde en 
association avec un traitement anti-cancdreux, notamment un traitement anti-canc£reux 
par chimiothdrapie (mono ou polychimiothdrapie) et/ou une radiothdrapie. 

Selon T invention, la prdparation de la composition pharmaceutique est destinde 
£ etre administrde, par voie entdrale ou parentdrale, simultandment, sdpardment ou 
dtalde dans le temps avec le traitement anti-cancdreux. 

L' invention comprend en outre Tutilisation selon T invention, pour la 
prdparation d'une composition pharmaceutique comprenant un composd & activitd anti- 
cancdreuse associd & ladite fraction membranaire. 

De nombreux composds k activitd anti-cancereuse peuvent etre ainsi associes k 
ladite fraction membranaire immunostimulante et/ou capable d'induire une rdponse 
immunitaire anti-tumorale. 
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Parmi ces composes, on peut citer notamment, mais sans s'y limiter, les 
inhibiteurs de proteases ou les composes k activity anti-angiogeniquc, tels que par 
exemplc : 

- Ics inhibiteurs dc proteases tels que les TIMPs ; 
5 ou les composes k activity anti-angiog£nique suivants : l'angiostatinc, Tendosiatine, 
MCP-1, IP-10 et PF-4 ainsi que des anticorps, des antisens ou des peptides anti- 
VEGF, anti-angiogdnine, anti-aFGF, anti-bFGF. 

Ainsi. Tinvention est relative k l'utilisation selon l'invention, caractdrisde en ce 
que ledit traitement anti-cancdreux associ6 est un traitement chimiothdrapeutique 
!0 comprenant un inhibiteur de proteases ou un composd k activitd anti-angiogdnique. 

L'invention a aussi pour objet l'utilisation selon Tinvention, pour la 
prdparation d'une composition pharmaceutique destinde k la prevention ou le 
traitement des cancers, notamment les cancers de la vessie, de la prostate, du colon, 
du foie, ou les mdlanomes malins. 
15 Sous un autre aspect, l'invention est relative k un procddd de preparation d'une 

fraction membranaire de bactdries k gram ndgatif, notamment Klebsiella pneumoniae, 
caractdrisd en ce qu'il comprend les dtapes suivantes : 

a) la culture desdites bactdries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie d'une centrifugation de ladite culture ; 
20 b) le cas dchdant, deactivation des enzymes lytiques du culot de bactdries obtenu k 
Tdtape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 
c) extraction et elimination des proteines non membranaires et des acides nucldiques 
du culot obtenu k l'dtape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d'extraction ; 
25 d) digestion du culot de membranes obtenu k l'dtape c) en presence d'enzymes 
protdasiques suivie d'une centrifugation ; 
e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu k l'dtape d) dans une solution 

physiologique et/ou dans de l'eau distillde ; et 
0 ultra-sonication du culot obtenu k l'dtape e). 
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L' invention comprend aussi le proc6d£ de preparation d'une fraction 
membranaire de bacterics k gram nfigatif, notamment Klebsiella pneumoniae, 
caracteris6 en cc qu'il comprend les etapes suivantcs : 

a) la culture desdites bact6ries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie Ie cas 6ch6ant d'une centrifugation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu k l'dtape a) suivie d'une 
d£cong£lation et du sdchage des cellules ; 

c) Elimination au moyen d'une DNase des acides nuclEiques des cellules sEches 
obtenues k T6tape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues k F6tape c) et clarification de la suspension obtenue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue k F6tape d) et Elimination du 
culot ; 

0 neutralisation du surnageant obtenu k F£tape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 

g) sterilisation de la suspension membranaire concentre obtenue k F£tape p. 

Les fractions membranaires susceptibles d'etre obtenues par lesdits proc6d6s 
font bien entendu partie de I 'invention. 

Le titre en proteoglycans des fractions membranaires susceptibles d'etre 
obtenues par lesdits proc£d6s, principe actif de la FMKp, represente par la somme des 
teneurs en galactose et en proline, est de preference compris : 

- pour le galactose : entre 1,2 g/1 et 3,4 g/1 ; 

- pour les prolines : entre 7,5 g/1 et 14,9 g/1. 
De mantere plus pr£f£r£e, ce titre sera : 

- pour le galactose : entre 1,8 g/l et 2,6 g/1 ; 

- pour les proteines : entre 9,3 g/1 et 1 1,7 g/1. 

L' invention concerne en outre les compositions pharmaceutiques comprenant 
une fraction membranaire susceptible d'etre obtenue par les proc6d6s selon 
F invention. 

Sont Egalement comprises dans la pr£sente invention, les compositions 
pharmaceutiques comprenant une fraction membranaire de bacterie gram negatif, 
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notamment de Klebsiella pneumoniae^ caracterisee en ce qu'elle est associee k un 
traitement anti-canccreux par chimiotherapie et/ou par radioth(5rapie. 

On enlend ici designer par fraction membranairc, loute fraction membranairc 
dc bactdrie gram nfigatif telle que definic pr^c6demmcnt t dont celle susceptible d'etre 
oblcnue par les precedes selon Pinvention et la proline P40 ou Tun de ses fragments. 

De fagon pr6f6r6e f F invention concerne une composition pharmaceutique selon 
I'invention, caract6ris6e en ce qu'elle contient un compose anti-canc6reux comme 
produit de combinaison pour une utilisation simultande, s6par6e ou etali&e dans le 
temps, notamment un compose anti-cancereux choisi parmi les inhibiteurs de proteases 
ou parmi les composes pr6sentant une activity anti-angiogdnique. 

De preference, lesdites compositions pharmaceutiques selon Tinvention, 
pourront comprendre en outre des agents tels que les v6hicules, agents capables de 
potentialiser et/ou de rdguler Pactivite immunostimulante et/ou la rdponse immunitaire 
anti-tumorale desdites fractions membranaires tels que ddfinis pr6cddemment. 

Les llgendes des figures et exemples qui suivent sont destines k illustrer 
T invention sans aucunement en limiter la port6e. 
L£gendes des figures : 

Figure 1 : Proliferation de PBMC en presence de FMKp - Etude dose-reponse 

Les cellules monocuieees (PBMC) sont obtenues par separation k I'aide d'une 
solution de Ficoll-sodium nietrizoate k partir du sang total. Les PBMC sont alors 
ensemenc6s a raison de 10 000 cellules/puits en presence d'agents stimulants, sous un 
volume total de 200 /xl. Aprfcs 72 h d' incubation, la proliferation est objective par 
addition de thymidine triti6e. Les resultats sont exprimds en index de stimulation = 
[cpm PBMC + stimulus]/[cpm PBMC sans stimulus (= milieu RPMI + 10 % SVF)]. 
Figure 2 : Proliferation de PBMC en presence de FMKp - Reproductibilite de l'effet 
sur plusieurs donneurs (FMKp k 250 /xg/ml). 
Figure 3 : Production de TNF-a par des monocytes sanguins 

Les monocytes sont cultiv£es en milieu RPMI 1640 +SVF 10 % et en presence 
de difftrentes concentrations de produit. Les cellules sont incub£es dans une etuve k 
37°C sous une atmosphere contenant 5 % de C0 2 . Conditions de cultures : 200 000 
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cellules/puits, 18 h d'incubation. AprSs incubation, les plaques de culture sont 
centrifug6es et les surnageants sont aliquotes el conserves k - 80°C jusqu'au dosage. 
Les concentrations de cytokines pr£scntes dans les surnageants de cultures sont 
determines par ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay ) : kit Predicta de 
Genzyme (seuil de detection k 3 pg/ml). 

Figure 4 : Production d'IL-12 p70 (biologiquement active) par des monocytes 
sanguins. 

Les monocytes sont cultivdes en milieu RPMI 1640+SVF 10 % et en presence 
de differentes concentrations de produit. Les cellules sont incubdes dans une etuve k 
37 °C sous une atmosphere contenant 5 % de C0 2 * Conditions de cultures : 500 000 
cellules/puits, 24 h d'incubation. Apr&s incubation, les plaques de culture sont 
centrifug6es et les surnageants sont aliquotes et conserves k - 80°C jusqu'au dosage. 
Les concentrations de cytokines prdsentes dans les surnageants de cultures sont 
66 terminfes par EUSA : couple d'anticorps Endogen (seuil de detection k 15 pg/ml). 

Exemple 1 : Obtention de la faction membranaire de K* pneumoniae (FMKp) 
Precede N° 1 

L'extraction des membranes de K. pneumoniae 1145 k partir du culot de 
centrifugation de l'etape est pr6c6d6e de preference par une etape de destruction des 
enzymes lytiques des composants cellulaires contenus dans le culot, par exemple par 
chauffage k 100°C de celui-ci, eventuellement apr&s remise en solution. 

L 1 extraction proprement dite des membranes k partir du culot de centrifugation 
est r6alis6e de preference par traitement des composants cellulaires du culot, aprfes une 
6ventuelle destruction des enzymes lytiques, k V aide <d' une- solution saline, par 
exemple du chlomre de sodium 1 M, une ou plusieurs fois, puis centrifugation, de 
preference, k 20 000 g, de la suspension obtenue, le surnageant de cette 
centrifugation, qui est eiimine, contient les impurefes non membranaires telles que 
profeines et acides nucieiques, tandis que le culot contient les membranes. 

Aprds separation de la solution saline contenant les impuretis, les membranes 
sont dig£r6es en presence d' enzymes proteolytiques, de preference la trypsine et la 
chymotrypsine, en solution k pH 8 k 37°C pendant 4 heures. 



13 



Aprfes digestion, la solution est homogen^isee par ultra-sonication. Le produit 
ainsi obtenu constitue la fraction membranaire nommee FMKp. 

Lc surnageant obtenu est 4 nouveau centrifuge dans Ics monies conditions, do 
preference 4 140 000 g. 
Preparation des glycopeptides niembranaires 

Cette fraction est prepare 4 partir du culot obtenu par centrifugation 4 
40 000 g pendant 20 minutes. Ledit culot est remis en suspension dans du serum 
physiologique puis cette suspension est portee pendant 10 minutes 4 100°C dans un 
bain-marie d'eau bouillante pour desactiver les enzymes lytiques. Apr£s 
refroidissement, on centrifuge 30 mn 4 20 000 g. Le culot obtenu est extrait deux fois 
avec du NaCl 1M pour eiiminer les proteines et les acides nucieiques. Les membranes 
sont recueillies par centrifugation durant 30 minutes 4 20 000 g. 

Elles sont ensuite soumises 4 une digestion par de la trypsine 4 pH 8 et 4 37 °C 
pendant 4 heures puis par de la chymotrypsine dans les memes conditions. 

Les membranes sont alors recueillies par centrifugation 4 2 000 g pendant 30 
minutes, lavees avec du serum physiologique puis de l'eau distiliee et sont soumises 4 
une desintegration par les ultrasons de 15 minutes. 
Precede N° 2 

Aprfcs d6congeiation 4 + 4°C pendant 48 h minimum, 1 kg de cellules sfcehes 
de K. pneumoniae est remis en suspension 4 5 % cellules sSches. La DNase est 
ajoutee a 5 mg/i. On procede ensuite au broyage en boucle au Manton Gaul in pendant 
30 min puis 4 une clarification sur SHARPLES 4 50 1/h, suivie d'une precipitation 4 
I'acide ac6tique 4 pH = 4,2 + 0,1 pendant 30 min. Le culot est eiimin£ (SHARPLES 
4 25 1/h) et le surnageant est neutralise, dilu6 4 2 fois le volume initial avec de l*eau 
osmosee. Une dialyse 4 volume constant est alors effectuee sur PUF 100 jusqu'4 
800 Ocm, suivie d'une concentration de la suspension membranaire (SM) ainsi 

obtenue, 4 11 1/kg de cellules sfeches. On precede alors 4 l'autoclavage de la SM 4 

+ 121 °C durant 35 min que Ton peut conserver 4 + 4°C pendant 6 semaines. 

Caracteristiques de la FMKp 

Par definition, le titre en proteoglycans, principe actif de la FMKp, est 6gal 4 

la somme des teneurs en galactose et en proteines. 
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- Galactose : en moyenne 2,2 g /I 

- Prolines : en moyenne 10,5 g/l 

Excmplc 2 : Proliferation de PBMC du sang humain 

Les r&ultats obtenus montrent que. de mantere surprenante, la FMKp 
d6clenche la proliferation de PBMC. Cet effet est dose-dependant et maximal pour 
2,5 mg/ml de FMKp (figure 1). Par ailleurs, cet effet est reproductible (figure 2). 

Exemple 3 : Production de cytokines par des monocytes purifies du sang humain 

Les monocytes humains sont obtenus £ partir des cellules mononucieees 
(lymphocytes, monocytes, cellules NK, ...) pr^alablement isoiees du sang total 
humain. L'obtention des monocytes repose sur Texpression en grande quantity de 
Tantigfene de surface CD14 sur ces cellules. La separation est une selection positive. 
L'efficacite de la separation magndtique des monocytes est ensuite 6valu6e par 
cytometric en flux en effectuant un marquage avec un anticorps CD 13 couple & la 
fluorescein iso-thiocyanate (FITC) : la suspension cellulaire contient alors 94 k 97 % 
de monocytes. 

Les resultats d f etudes in vitro demontrent que, de manifcre interessante, la 
FMKp est un immunostimulant qui induit ia proliferation de PBMC du sang humain 
avec un effet direct sur les monocytes : production de TNF-a (Figure 3), et d'IL-12 
p70 (figure 4). II est remarquable que la proteine P40 recombinante (rP40), TOmpA 
de K. pneumoniae, est egalement capable de stimuler la production de TNF-a (figure 
3 ) f et d'IL-12 p70 (figure 4) par des monocytes humains. 
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LI STAGE DE SEQUENCE 

<110> PIERRE FAB RE MEDICAMENT 

<120> UTILISATION DE FRACTIONS MEMBRANAI RES BACTERI ENNES A 
5 ACTIVITE IMMUNOSTIMULANTE DANS LE TRAITEMENT DE 

CANCERS, LEURS PROCEDES DE PREPARATION ET LES 
COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES LES CONTENANT . 
<130> D17974 
<140> 
10 <141> 

<160> 2 

<170> Patentln Vers. 2.0 
<210> 1 
<211> 1035 
15 <212> ADN 

<213> Klebsiella pneumoniae 
<220> 

<221> exon 

<222> (1)..(1032) 
20 <220> 

<221> intron 

<222> (1033) . . (1035) 

<220> 

<221> CDS 
25 <222> (1) . . (1032) 

<4 00X_1 . . . . - - - 
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atg aaa gca att ttc gta ctg aat gcg get ccg aaa gat aac acc tgg 
Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
1 5 10 15 

30 tat gca ggt ggt aaa ctg ggt tgg tec cag tat cac gac acc ggt ttc 96 
Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 

20 25 30 

tac ggt aac ggt ttc cag aac aac aac ggt ccg acc cgt aac gat cag 144 
Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 35 40 45 

ctt ggt get ggt gcg ttc ggt ggt tac cag gtt aac ccg tac etc ggt 192 
Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 

50 55 60 

ttc gaa atg ggt tat gac tgg ctg ggc cgt atg gca tat aaa ggc age 
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Phe Glu Met 
65 

gtt gac aac 
Val Asp Asn 

5 

ctg ggt tac 
Leu Gly Tyr 

ggc atg gtt 
10 Gly Met Val 
115 

gtt tec cgt 
Val Ser Arg 
130 

15 ggc gta gag 
Gly Val Glu 
145 

cag tgg gtt 
Gin Trp Val 

20 

gat aac ggc 
Asp Asn Gly 

gat get gca 
25 Asp Ala Ala 
195 

get acc aag 
Ala Thr Lys 
210 

30 aaa get acc 
Lys Ala Thr 
225 

act cag ctg 
Thr Gin Leu 

35 

ggc tac acc 
Gly Tyr Thr 

gag aaa cgt 



Gly Tyr Asp Trp Leu 
70 

ggt get ttc aaa get 
Gly Ala Phe Lys Ala 
85 

ccg ate act gac gat 
Pro lie Thr Asp Asp 
100 

tgg cgc get gac tec 
Trp Arg Ala Asp Ser 
120 

age gaa cac gac act 
Ser Glu His Asp Thr 
135 

tgg get gtt act cgt 
Trp Ala Val Thr Arg 
150 

aac aac ate ggc gac 
Asn Asn lie Gly Asp 
165 

atg ctg age ctg ggc 
Met Leu Ser Leu Gly 
180 

ccg gtt gtt get ccg 
Pro Val Val Ala Pro 
200 

cac ttc acc ctg aag 
His Phe Thr Leu Lys 
215 

ctg aaa ccg gaa ggt 
Leu Lys Pro Glu Gly 
230 

age aac atg gat ccg 
Ser Asn Met Asp Pro 
245 

gac cgc ate ggt tec 
Asp Arg lie Gly Ser 
260 

get cag tec gtt gtt 
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Gly Arg Met Ala Tyr 
75 

cag ggc gtt cag ctg 
Gin Gly Val Gin Leu 
90 

ctg gac ate tac acc 
Leu Asp lie Tyr Thr 
105 

aaa ggc aac tac get 
Lys Gly Asn Tyr Ala 
125 

ggc gtt tec cca gta 
Gly Val Ser Pro Val 
140 

gac ate get acc cgt 
Asp lie Ala Thr Arg 
155 

gcg ggc act gtg ggt 
Ala Gly Thr Val Gly 
170 

gtt tec tac cgc ttc 
Val Ser Tyr Arg Phe 
185 

get ccg get ccg get 
Ala Pro Ala Pro Ala 
205 

tct gac gtt ctg ttc 
Ser Asp Val Leu Phe 
220 

cag cag get ctg gat 
Gin Gin Ala Leu Asp 
235 

aaa gac ggt tec get 
Lys Asp Gly Ser Ala 
250 

gaa get tac aac cag 
Glu Ala Tyr Asn Gin 
265 

gac tac ctg gtt get 



Lys Gly Ser 
80 

acc get aaa 288 
Thr Ala Lys 
95 

cgt ctg ggc 336 
Arg Leu Gly 
110 

tct acc ggc 384 
Ser Thr Gly 

ttt get ggc 432 
Phe Ala Gly 

ctg gaa tac 480 
Leu Glu Tyr 
160 

acc cgt cct 528 
Thr Arg Pro 
175 

ggt cag gaa 576 

Gly Gin Glu 

190 

ccg gaa gtg 624 
Pro Glu Val 

aac ttc aac 672 
Asn Phe Asn 

cag ctg tac 720 
Gin Leu Tyr 
240 

gtt gtt ctg 768 
Val Val Leu 
255 

cag ctg tct 816 

Gin Leu Ser 

270 

aaa ggc ate 864 
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<210> 2 
<211> 344 
<212> PRT 

<213> Klebsiella pneumoniae 



<400> 2 

Met Lys Ala lie Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 

15 10 15 

Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
25 20 25 30 

Tyr Gly Asn -Gly -Phe -Gin- Asn- Asn Asn -Gly— Pro -Thr-Arg Asn. Asp -Gin 

35 40 45 

Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

30 Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 

Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 

85 90 95 

Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly 
35 100 105 110 

Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 

115 120 125 

Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 
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Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly lie 

275 280 285 

ccg get ggc aaa ate tec get cgc ggc atg ggt gaa tec aac ccg gtt 
Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
5 290 295 300 

act ggc aac acc tgt gac aac gtg aaa get cgc get gee ctg ate gat 960 
Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu He Asp 
305 310 315 320 

tgc ctg get ccg gat cgt cgt gta gag ate gaa gtt aaa ggc tac aaa 1008 
10 Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys 

325 330 335 

gaa gtt gta act cag ccg gcg ggt taa 1035 
Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
340 
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Gly Val Glu 
145 

Gin Trp Val 

5 Asp Asn Gly 

Asp Ala Ala 
195 

Ala Thr Lys 
10 210 

Lys Ala Thr 
225 

Thr Gin Leu 

15 Gly Tyr Thr 

Glu Lys Arg 
275 

Pro Ala Gly 
20 290 

Thr Gly Asn 
305 

Cys Leu Ala 
25 Glu Val Val 



Trp Ala Val Thr 
150 

Asn Asn lie Gly 
165 

Met: Leu Ser Leu 
180 

Pro Val Val Ala 

His Phe Thr Leu 
215 

Leu Lys Pro Glu 
230 

Ser Asn Met Asp 
245 

Asp Arg lie Gly 
260 

Ala Gin Ser Val 

Lys lie Ser Ala 
295 

Thr Cys Asp Asn 
310 

Pro Asp Arg Arg 
325 

Thr Gin Pro Ala 
340 



Arg Asp lie Ala 
155 

Asp Ala Gly Thr 
170 

Gly Val Ser Tyr 
185 

Pro Ala Pro Ala 
200 

Lys Ser Asp Val 

Gly Gin Gin Ala 
235 

Pro Lys Asp Gly 
250 

Ser Glu Ala Tyr 
265 

Val Asp Tyr Leu 
280 

Arg Gly Met Gly 

Val Lys Ala Arg 
315 

Val Glu He Glu 
330 

Gly 



Thr Arg Leu Glu Tyr 
160 

Val Gly Thr Arg Pro 
175 

Arg Phe Gly Gin Glu 
190 

Pro Ala Pro Glu Val 
205 

Leu Phe Asn Phe Asn 
220 

Leu Asp Gin Leu Tyr 
240 

Ser Ala Val Val Leu 
255 

Asn Gin Gin Leu Ser 
270 

Val Ala Lys Gly He 
285 

Glu Ser Asn Pro Val 
300 

Ala Ala Leu lie Asp 
320 

Val Lys Gly Tyr Lys 
335 
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REVINDICATIONS 

1/ Utilisation d'une fraction membranaire dc bact£ries k gram ntrgatif pour 
la preparation d'une composition pharmaccutique imrnunostimulante, ct/ou capable 
d'induire une riponse immunitairc anti-tumorale. 

21 Utilisation selon la revendication 1, caracteris6e en ce que la fraction 
membranaire comprend une fraction membranaire de Klebsiella pneumoniae. 

3/ Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6e en ce que la 
fraction membranaire comprend au moins des fractions membranaires de deux souches 
diff6rentes de bacteries. 

4/ Utilisation selon Tune des revendications 1 i 3, caractSrisfie en ce que 
la fraction membranaire est prdparde par un proedde comprenant les Stapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie d'une centrifugation de ladite culture ; 

b) le cas 6ch£ant, deactivation des enzymes lytiques du culot de bactdries obtenu k 
P6tape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 

c) extraction et elimination des prolines non membranaires et des acides nucteiques 
du culot obtenu k l*£tape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d'extraction ; 

d) digestion du culot de membranes obtenu k l'etape c) en presence d'enzymes 
proteasiques suivie d'une centrifugation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu k T6tape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de l'eau distiltee ; et 

f) ultra-sonication du culot obtenu k l'6tape e). 

5/ Utilisation selon Tune des revendications 1 k 3, caract£ris£e en ce que 
la fraction membranaire est pr£par£e par un proc6d£ comprenant les £tapes suivantes : 

a) la culture desdites bact£ries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie le cas 6ch£ant d'une centrifugation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu k l'etape a) suivie d'une 
d6cong61ation et du sdchage des cellules ; 
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c) elimination au moyen d'une DNase des acides nucleiques des cellules sdches 
obtenues d I'etape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues A PEtapc c) et clarification de la suspension obtcnuc ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtcnuc A I'Etapc d) ct Elimination du 
5 culot ; 

0 neutralisation du surnageant obtenu & I'Etape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 

g) stErilisation de la suspension membranaire concentre obtenue k PEtape f). 
10 6/ Utilisation selon la revendication 2, caractErisEe en ce que la fraction 

membranaire est la protEine P40 de Klebsiella pneumoniae de sequence SEQ ID N° 2, 

ou Tun de ses fragments. 

7/ Utilisation selon Tune des revendications 1 £ 6, caractErisEe en ce que 

la composition pharmaceutique cornprend en outre un agent-permettant de vEhicuIer 
15 ladite fraction membranaire sous une forme permettant d'amEliorer sa stabilitE et/ou 

son activitE immunostimulante et/ou sa capacitE d'induire une rEponse immunitaire 

anti-tumorale. 

8/ Utilisation selon la revendication 7, caractErisEe en ce que ledit agent 
est de type Emulsion huile dans eau ou eau dans huile. 
20 9/ Utilisation selon la revendication 7, caractErisEe en ce que ledit agent ou 

sous la forme d'une particule de type liposome, microsphere, nanosphEre ou tout type 
de structure permettant ['encapsulation et la presentation sous forme particulate de 
ladite fraction membranaire. 

10/ Utilisation selon Tune des revendications 1 i 9» caractErisEe en ce que 
25 la composition pharmaceutique cornprend en outre un agent permettant de potential iser 
r activitE immunostimulante et/ou la rEponse immunitaire^ anti-tumorale desdites 
fractions membranaires. 

11/ Utilisation selon la revendication 11, caractErisEe en ce que V agent 
permettant de potentialiser r activitE immunostimulante et/ou la rEponse immunitaire 
30 anti-tumorale desdites fractions membranaires est une cytokine. 
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12/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que Tagent 
permettant de potentialiser Tactivite immunostimulante et/ou la r£ponse immunitaire 
anti-tumoralc desdites fractions membranaircs est un agent dc regulation choisi parmi 
les hormones. 

13/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que Tagent 
permettant de potentialiser Tactivite immunostimulante et/ou la r6ponse immunitaire 
anti-tumorale desdites fractions membranaires est un agent de regulation choisi parmi 
les facteurs de croissance. 

14/ Utilisation selon la revendication 10, caract6ris6e en ce que Tagent 
permettant de potentialiser Tactivite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire 
anti-tumorale desdites fractions membranaires est un compose cellulaire. 

15/ Utilisation selon la revendication 14, caracteris6e en ce que ledit 
compose cellulaire est un acide nucieique choisi parmi les ADN et les ARN. 

16/ Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que ledit 
compose cellulaire est un compose de la famille des ribosomes. 

17/ Utilisation selon la revendication 14, caract6risee en ce que ledit 
compose cellulaire est une proteine de la famille des proteines de choc thermique. 

18/ Utilisation selon Tune des revendications 1 k 17 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee k etre administr6e en association avec un 
traitement anti-cancereux. 

19/ Utilisation "selon ll^T^ que le ~ 

traitement anti-cancereux est une chimioth6rapie et/ou une radioth6rapie. 

20/ Utilisation selon Tune des revendications 18 d 19 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee k etre administr6e simultan6ment, 
separement ou etaiee dans le temps avec le traitement anti-canc6reux. 

21/ Utilisation selon la revendication 20, caract6ris6e en ce que la 
composition pharmaceutique est administr6e par voie ent6rale ou parenterals 

22/ Utilisation selon Tune des revendications 18 & 21, caracterisee en ce 
que ledit traitement anti-canc6reux associe est un traitement chimioth6rapeutique 
comprenant un inhibiteur de proteases ou un compose k activite anti-angiog6nique. 



22 



23/ Utilisation selon Tune des revendications 1 k 23, pour la prevention 
et/ou le traitement des cancers. 

24/ Utilisation scion la rcvendication 23, pour la prevention ct/ou lc 
traitement des cancers de la vessie, de la prostate, du colon, du foie et des mdlanomcs 
malins. 

25/ Procddd de preparation d'une fraction membranaire de bacterics k gram 
negatif, caract6ris6 en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie d'une centrifugation de ladite culture ; 

b) le cas dchdant, deactivation des enzymes lytiques du culot de bacteries obtenu k 
T6tape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 

c) extraction et elimination des proteines non membranaires et des acides nucieiques 
du culot obtenu k retape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d' ex tract ion ; 

d) digestion du culot de membranes obtenu k retape c) en presence d'enzymes 
prot^asiques suivie d'une centrifugation 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu k I'6tape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de I'eau distill£e ; et 

0 ultra-sonication du culot obtenu k retape e). 

26/ Precede de preparation d'une fraction membranaire de bacteries k gram 
negatif, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie le cas ech6ant d'une centrifugation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu k retape a) suivie d'une 
decongeiation et du s^chage des cellules ; 

c) elimination au moyen d'une DNase des acides nucieiques des cellules s^ches 
obtenues k retape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues k retape c) et clarification de la suspension obtenue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue k retape d) et elimination du 
culot ; 



23 



0 neutralisation du surnageant obtenu k I'etape e) contenant la suspension 
mcmbranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranairc ; et 

g) sterilisation dc la suspension membranairc concentric obtenue «\ I'&tapc Q. 

27/ Proc6d6 selon la revendication 25 ou 26, caract£ris6 en ce ladite 
bact6rie k gram ndgatif est Klebsiella pneumoniae. 

28/ Fraction membranaire susceptible d'etre obtenue par un proeddd selon 
Tune des re vend icat ions 25 k 27. 

29/ Composition pharmaceutique comprenant une fraction membranaire 
selon la revendication 28. 

30/ Composition pharmaceutique comprenant une fraction membranaire de 
bactdrie gram nfigatif, notamment de Klebsiella pneumoniae, ou composition 
pharmaceutique selon la revendication 29, caract£ris£e en ce quelle est associde k un 
traitement anti-canc£reux par chimiothdrapie et/ou par radioth£rapie. 

31/ Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caractdrisie en 
ce qu'elle contient un compost anti-canc6reux comme produit de combinaison pour 
une utilisation simultande, s£par6e ou 6tal6e dans le temps. 

32/ Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caract6ris6e en 
ce que ledit compos6 anti-canc6reux est choisi parmi les inhibiteurs de proteases ou 
parmi les composes pr6sentant une activity anti-angiogenique. 
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REVENDICATIONS 

1/ Utilisation d'une fraction membranaire de bacteries a gram negatif pour 
la preparation d'une composition pharmaceutique immunostimulante capable d'induire 
5 une reponse immunitaire antitumorale. 

21 Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que la fraction 
membranaire comprend une fraction membranaire de Klebsiella pneumoniae. 

3/ Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que la 
fraction membranaire comprend au moins des fractions membranaires de deux souches 
10 differentes de bacteries. 

4/ Utilisation selon Time des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 
la fraction membranaire est preparee par un procede comprenant les 6tapes suivantes : 
a) la culture desdites bact&ies dans un milieu de culture pennettant leur croissance 
suivie d'une centrifugation de ladite culture ; 
15 b) le cas echeant, deactivation des enzymes lytiques du culot de bacteries obtenu a 
l'etape a), puis centrifugation de la suspension obtenue ; 
c) extraction et elimination des proteines non membranaires et des acides nucleiques 
du culot obtenu a l'etape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d'extraction ; 
20 d) digestion du culot de membranes obtenu a Fetape c) en presence d'enzymes 
proteasiques suivie d'une centrifugation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu k Tetape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de l'eau distillee ; et 

f) ultrasonication du culot obtenu a l'etape e)/ 

25 51 Utilisation selon l'une des revendications 1 a 3, caracterisee en ce que 

la fraction membranaire est preparee par un procede comprenant les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture pennettant leur croissance 
suivie le cas echeant d'une centrifugation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu a l'etape a) suivie d'une 
30 decongelation et du sechage des cellules ; 
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c) elimination au moyen d'une DNase des acides nucleiques des cellules seches 
obtenues a l'etape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues a Tetape c) et clarification de la suspension obtenue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue a l'etape d) et elimination du 
5 culot ; 

f) neutralisation du surnageant obtenu a l'etape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 

g) sterilisation de la suspension membranaire concentrate obtenue a T6tape f). 

10 6/ Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que la fraction 

membranaire est la proteine P40 de Klebsiella pneumoniae de sequence SEQ ID N° 2, 

ou Tun de ses fragments. 

7/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que 

la composition pharmaceutique comprend en outre un agent permettant de v6hiculer 
15 ladite fraction membranaire sous une forme permettant d'ameliorer sa stability et/ou 

son activity immunostimulante et/ou sa capacite d'induire une r6ponse immunitaire 

antitumorale. 

8/ Utilisation selon la revendication 7, caracterisee en ce que ledit agent 
est de type emulsion huile dans eau ou eau dans huile. 
20 91 Utilisation selon la revendication 7, caracteris6e en ce que ledit agent 

est sous la forme d'une particule de type liposome, microsphere, nanosphere ou tout 
type de structure permettant Tencapsulation et la presentation sous forme particulaire 
de ladite fraction membranaire. 

10/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 9, caracterisee en ce que 
25 la composition pharmaceutique comprend en outre un agent permettant de potentialiser 
l'activite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire antitumorale desdites 
fractions membranaires. 

11/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que Tagent 
permettant de potentialiser l'activite immunostimulante et/ou la rSponse immunitaire 
30 antitumorale desdites fractions membranaires est une cytokine. 
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12/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que Fagent 
permettant de potentialiser Factivite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires est un agent de regulation choisi parmi 
les hormones. 

5 13/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que r agent 

permettant de potentialiser Factivite immunostimulante et/ou la reponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires est un agent de regulation choisi parmi 
les facteurs de croissance. 

14/ Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que Fagent 
10 permettant de potentialiser F activity immunostimulante et/ou la r6ponse immunitaire 
antitumorale desdites fractions membranaires est un compose cellulaire. 

15/ Utilisation selon la revendication 14, caract6riS6e en ce que ledit 
compost cellulaire est un acide nucieique choisi parmi les ADN et les ARN. 

16/*' Utilisation selon la ^revendication 14, caracterisee en ce que ledit 
15 compose cellulaire est un compose de la famille des ribo somes. 

17/ Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que ledit 
compost cellulaire est une proteine de la famille des proteines de choc thermique. 

18/ Utilisation selon Fune des revendications 1 k 17 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee a etre administree en association avec un 
20 traitement anticancereux. 

19/ Utilisation selon la revendication 18, caracteris6e en ce que le 
traitement anticanc6reux est une chimiotherapie et/ou une radiotherapie. 

20/ Utilisation selon Fune des revendications 18 a 19 pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee * a etre administree simultanement, 
25 separement ou etalee dans le temps avec le traitement anticancereux-.* 

21/ Utilisation selon la revendication 20, caracteris6e en ce que la 
composition pharmaceutique est administree par voie enterale ou parenterale. 

22/ Utilisation selon Fune des revendications 18 a 21, caracterisee en ce 
que ledit traitement anticancereux associe est un traitement chimiotherapeutique 
30 comprenant un inhibiteur de proteases ou un compose a activite anti-angiogenique. 
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23/ Utilisation selon Tune des revendications 1 a 22, pour la prevention 
et/ou le traitement des cancers. 

24/ Utilisation selon la revendication 23, pour la prevention et/ou le 
traitement des cancers de la vessie, de la prostate, du colon, du foie et des m61anomes 
malins. 

25/ Precede de preparation d'une fraction membranaire de bacteries a gram 
negatif, caractdrise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie d'une centrifiigation de ladite culture ; 

b) le cas echeant, desactivation des enzymes lytiques du culot de bacteries obtenu k 
l'etape a), puis centrifiigation de la suspension obtenue ; 

c) extraction et elimination des proteines non membranaires et des acides nucldiques 
du culot obtenu a l'etape a) ou b) par au moins un cycle de lavage du culot dans 
une solution d'extraction ; 

d) digestion du culot de membranes obtenu a l'6tape c) en presence d'enzymes 
proteasiques suivie d'une centrifiigation ; 

e) au moins un cycle de lavage du culot obtenu a l'etape d) dans une solution 
physiologique et/ou dans de l'eau distillee ; et 

f) ultrasonication du culot obtenu a l'etape e). 

26/ Precede de preparation d'une fraction membranaire de bacteries a gram 
negatif ~ caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la culture desdites bacteries dans un milieu de culture permettant leur croissance 
suivie le cas echeant d'une centrifiigation ; 

b) la congelation du milieu de culture ou du culot obtenu a l'etape a) suivie d'une 
decongelation et du sechage des cellules ; 

c) elimination au moyen d'une DNase des acides nucleiques des cellules seches 
obtenues a l'etape b) remises en suspension ; 

d) broyage des cellules obtenues a l'etape c) et clarification de la suspension obtenue ; 

e) precipitation en milieu acide de la suspension obtenue a l'6tape d) et elimination du 
culot ; 
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f) neutralisation du surnageant obtenu a 1'etape e) contenant la suspension 
membranaire, suivie d'une dialyse et d'une concentration de la suspension 
membranaire ; et 

g) sterilisation de la suspension membranaire concentree obtenue a Fetape f). 

5 27/ Procede selon la revendication 25 ou 26, caracterise en ce que ladite 

bacterie a gram negatif est Klebsiella pneumoniae. 

28/ Fraction membranaire susceptible d'etre obtenue par un procede selon 
Tune des revendications 25 a 27. 

29/ Composition pharmaceutique comprenant une fraction membranaire 
10 selon la revendication 28. 

30/ Composition pharmaceutique comprenant une fraction membranaire de 
bacterie gram negatif, notamment de Klebsiella . pneumoniae, ou composition 
pharmaceutique selon la revendication 29, caracterisee en ce qu'elle est associee a un 
traitement anticancereux par chimiotherapie et/ou par radiotherapie. 
15 31/ Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caracterisee en 

ce qu'elle contient un compost anticancereux comme produit de combinaison pour une 
utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps. 

32/ Composition pharmaceutique selon la revendication 30, caract£ris6e en 
ce que ledit compose anticancereux est choisi parmi les inhibiteurs de proteases ou 
20 parmi les composes presentant une activite anti-angiogenique. 



